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はじめに
　希少遺伝疾患は発症頻度こそ少ないものの，₇，₀₀₀疾患
以上存在すると推定されている．ゲノム解析技術の進歩
に伴いこのうち約₆₀％程度（ヒトの遺伝性疾患データベー
スであるOMIMには₄，₀₉₉個の表現型を規定する遺伝子
が登録されている）において原因遺伝子が解明されてき
た₁  ， ₂）．特に次世代シーケンサーの出現は希少遺伝疾患
研究を一変させ，これまでの遺伝学的解析法ではアプロー
チが困難であった小家系や孤発例においても疾患原因遺
伝子が同定可能な時代となった．一方で網羅的遺伝子解
析によって検出される膨大な数の遺伝的変化について病
原性の評価・解釈が課題となっている．また遺伝的変化
のうち疾患の原因となるゲノム構造異常発生のメカニズ
ムについて，ヒトではDNA塩基配列決定以上の解析が難
しく未解明な点が多い．筆者はこれまでにゲノム解析技
術の進歩の恩恵を受けながらこれらの新規解析技術を積
極的に取り入れることで遺伝性疾患の原因解明研究を
行ってきた．筆者がこれまで携わった（ ₁）染色体構造
異常症例を端緒とする疾患遺伝子単離（ポジショナルク
ローニング），（ ₂）全エクソーム解析と酵母機能解析に
よる遺伝子型 -表現型関連の研究，（ ₃）ゲノム異常発生
分子機構の研究（ ₄）ロングリードシーケンス解析法の
確立にむけた取り組みについて紹介する．
Ⅰ．染色体構造異常症例を端緒とする疾患遺伝子単離（ポ
ジショナルクローニング）
　疾患座の位置情報に基づく原因遺伝子単離（ポジショ
ナルクローニング）において染色体転座や微細欠失を合
併する患者は絶好の解析対象であり，患者が唯一でも原
因遺伝子の単離が可能なことがある．₂₀₀₄年，マルファ
ン症候群様症状を呈する患者の染色体転座切断点解析を
端緒として新規責任遺伝子TGFBR2を単離した₃ ）．マル
ファン症候群（MFS）は₅，₀₀₀－₁₀，₀₀₀出生に ₁例の罹患
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要　旨：希少遺伝性疾患の原因は，現在でも全体の₄₀－₆₀％程度の疾患について未解明のままである．
疾患を引き起こす遺伝子変異の種類やサイズは多様で全てを網羅的にカバーするゲノム解析技術は存
在しない．従って未解明の疾患については既存の解析技術の穴をうめるような新規解析技術の適用が
有用である．実際，染色体核型分析，FISH法，キャピラリーシーケンサー，マイクロアレイ，次世
代ショートリードシーケンサーに代表される染色体・ゲノム解析法はそれぞれ異なる解像度を有し，
新規解析技術の登場が新たな種類・サイズの病的変化を明らかにしてきた．本稿ではこれらの解析技
術を駆使して筆者が行ってきた遺伝性疾患の原因・病態解明を目的とした多角的取り組みについて紹
介する．
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率で発症する常染色体優性遺伝性の結合織疾患である．
心血管系，骨格系，眼の異常を主徴とし，細胞外マトリッ
クスのマイクロフィブリルを構成するフィブリリン ₁を
コードするFBN1遺伝子変異によって引き起こされる₄）．
しかしFBN1変異を認めない症例が多数存在すること，ま
た連鎖解析により第 ₂ の疾患遺伝子座（MFS2 :染色体
₃ p₂₅-p₂₄．₂領域）が報告されたことから遺伝的異質性
（異なる原因遺伝子異常により同一の臨床表現型を呈する
こと）が指摘されていた₅）．筆者らは染色体 ₃ p₂₄．₁に染
色体切断点を持つ染色体異常とマルファン症候群を合併
する症例を経験した．転座切断点がMFS2座と合致する
事から ₃ p₂₄．₁染色体切断点においてマルファン症候群 ₂
型（現在ロイス・ディーツ症候群と呼称される）の原因
遺伝子が断裂し，それが発症の原因となっていると想定
し染色体切断点付近の染色体・ゲノム解析を行った．染
色体蛍光 in situハイブリダイゼーション（Fluorescence in 
situ hybridization, FISH）法により転座切断点でTGF-β II
型受容体をコードするTGFBR2遺伝子が断裂している事
を突き止めた（図 ₁ A）．さらにFBN1遺伝子に異常を認
めないマルファン症候群₂₀家系についてTGFBR2のシー
ケンス変異解析を行い ₄種類の点変異を ₅症例で同定し
た（スプライシング変異 ₁ 個（c.₁₅₂₄G>A），ミスセンス
変異 ₃ 個（p.L₃₀₈P, p.S₄₄₉F, p.R₅₃₇C））．（図 ₁ B）．c．
₁₅₂₄G>Aは同義的置換であったがエクソン ₆の最終塩基
でありスプライシング異常を引き起こすこと，フレーム
シフト（コドンの読み枠が変わる変異）により未成熟終
始コドンが出現することをcDNA解析により確認した（図
₁ C）．この結果から未成熟終始コドンによりタンパク質
の早期翻訳終結または異常なRNA分解などを引き起こす
病的変異であると結論した．ミスセンス変異については
ルシフェラーゼレポーターアッセイを用いてTGF-βシグ
ナル活性への影響を検討した．内在性TGF-β II型受容体
を欠損したDR₂₆細胞に野生型および変異型TGFBR2を発
現させTGF-β ₁刺激後のシグナル活性を定量した．野生
型TGFBR2の強制発現がTGF-βシグナルを回復（rescue）
させたのに対し ₃ 個のミスセンス変異型 TGFBR2 
（p.L₃₀₈P, p.S₄₄₉F, p.R₅₃₇C）ではシグナル活性が回復し
なかった事から機能喪失性変異であることが示唆された
（図 ₁ D）．以上の結果よりTGFBR2がマルファン症候群 ₂
型の疾患原因遺伝子であるとの結論に至った．マルファ
ン症候群においてはFBN1遺伝子異常が結合織の物理的
脆弱性を引き起こすと考えられている．この構造的破綻
に加えて，マルファン症候群モデルマウスの研究からフィ
ブリリン ₁ がTGF-βの活性調節を担い，TGF-βシグナ
ル伝達異常が病態に関わることが示唆されていた₆）．こ
の仮説を支持し，ヒトにおいてTGF-βシグナル伝達異常
図 ₁　マルファン症候群 ₂型（現在ロイス・ディーツ症候群と呼称）の責任遺伝子TGFBR2の単離
A: マルファン症候群様の臨床症状を呈し染色体構造異常を合併した患者の染色体 FISH 解析． ₃番染色 ₃ p₂₄.₁転座切断点が MFS2疾患遺伝子座（orange 
rectangle）と合致した．転座切断点をまたぐ BAC クローン（green rectangle）を用いた FISH 解析において TGFBR2遺伝子の断裂を示唆するスプリットシ
グナル所見が派生 ₃番染色体で観察された．B: TGFBR2の変異解析により同定された ₄個の病的バリアント．スプライシング変異 ₁例（c.₁₅₂₄G>A），
ミスセンス変異 ₃ 例（p.L₃₀₈P, p.S₄₄₉F, p.R₅₃₇C）．C: c.₁₅₂₄G>A によるスプライシング異常の解析．RT-PCR により罹患者にのみ異常転写産物が検出さ
れた（矢印）．D: ルシフェラーゼレポーターアッセイによる TGF- βシグナル伝達活性の検討．内在性の TGFBR2発現が欠損した DR₂₆細胞に野生型およ
び変異型 TGFBR2を発現させ TGF- β刺激後のシグナル活性を定量した．野生型がシグナル活性を回復（rescue）させたのに対し ₃個のミスセンス変異
（p.L₃₀₈P, p.S₄₄₉F and p.R₅₃₇C）の強制発現でシグナル活性は回復しなかった．δは細胞内キナーゼドメインを欠損させた短縮型 TGFBR2．（Mizuguchi T, 
Collod-Beroud G, et al. ₃ ）より改変）．
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が結合織疾患を惹起することを明らかにした．その後，
マルファン症候群類縁疾患においてTGF-βシグナルパス
ウェイに属する原因遺伝子が相次いで報告されロイス・
ディーツ症候群を始めとするTGF-βシグナル伝達異常に
よる先天性大動脈瘤症候群の疾患概念が確立される契機
となった₇）．更にマルファン症候群およびマルファン症
候群が疑われる₄₉名の患者集団を用いた遺伝子変異解析
を行い，₅₅％（₂₇/₄₉症例）にFBN1遺伝子変異， ₆ ％
（ ₃ /₄₉症例）にTGF-β受容体遺伝子変異（TGFBR1また
はTGFBR2）を同定した．臨床症状（表現型）と遺伝子・
遺伝子変異の種類（遺伝子型）の検討（遺伝子型 -表現
型関連）からマルファン症候群およびロイス・ディーツ
症候群の主要な原因遺伝子がそれぞれFBN1，TGF-β受
容体遺伝子（TGFBR1またはTGFBR2）である事を報告し
た₈）．
　上述のFISH解析はゲノムの特定領域を高解像度（₁₀₀kb
程度）で解析することはできるがゲノム全体を俯瞰的に
解析することはできない．そこでポジショナルクローニ
ングによる疾患遺伝子同定の端緒となる染色体構造異常
をゲノムワイドに探索するための自主開発BAC（Bacterial 
Artificial Chromosome）マイクロアレイの作製に関わり
様々な疾患のアレイ比較ゲノムハイブリダイゼーション
解析（array-based comparative genomic hybridization, array 
CGH）を実施した₉）．₄，₂₃₄個のBACクローンを全ゲノ
ムに均等に配置したマイクロアレイを作製することで，
平均₀．₇₅Mbの解像度でゲノムコピー数を解析することが
可能となった（染色体分析の検出限界が ₅ -₁₀Mb程度で
あることから，従来の ₁ /₁₀以下のコピー数変化をゲノム
ワイドに検出できる）．この自主開発BACマイクロアレ
イを用いたarray CGH解析により，難治性てんかん患者
（生後 ₂ か月から大田原症候群を発症しその後West症候
群 に 移 行 し た ₁ 例 の 女 児 ） に₂．₀Mb の 染 色 体
₉ q₃₃．₃-q₃₄．₁₁微細欠失を検出した．この微細欠失領域
に存在する候補遺伝子の変異解析（₁₃例の大田原症候群
患者でSTXBP1変異解析を行い ₄ 例で変異が同定された）
により大田原症候群の新規責任遺伝子STXBP1が単離さ
れた₁₀）．
Ⅱ．全エクソーム解析と酵母機能解析による遺伝子型-表
現型関連の研究
　現在，ショートリード次世代シーケンサーを用いてゲ
ノムの約 ₂ ％にあたるタンパク質翻訳領域を効率よく
シーケンスする全エクソーム解析が遺伝学解析の主流と
なっている．筆者も所属研究室のリソースを活用した全
エクソーム解析を行うとともに₁₁ ，₁₂），次世代シーケンサー
で検出される膨大な数のバリアントの病原性評価にシン
プルかつスピーディーな酵母機能解析を応用することで
同一遺伝子の機能喪失性変異と獲得性変異が異なる臨床
表現型と関連する事（遺伝子型 -表現型関連）₁₃）や病的
意義不明のバリアントの病原性を明らかにした₁₄）．同一
遺伝子の機能的に異なる変異が原因となって異なる表現
型を発現したPPP3CA遺伝子異常の例を以下に紹介する．
　てんかんは，人口₁₀₀人のうち₀．₅～ ₁人にみられる最
も頻度が高い神経疾患の一つである（発症率₀．₅～ ₁ %）．
てんかんの原因は様々（脳血管障害，脳腫瘍，脳外傷，
感染症など）であるが小児の難治性てんかんについては
遺伝的要因の関与が強く示唆されている₁₅）．実際，難治
性てんかんコホートを対象とした全エクソーム解析では
患者のおよそ₃₀-₅₀％程度に遺伝子異常が同定される₁₆）．
これまでに頻度の高いメジャーなてんかん関連遺伝子が
単離され遺伝的背景が明らかになる一方で，頻度の低い
レアな原因遺伝子については検出頻度が低いが故に同定
されたバリアントと患者表現型が偶然の合併であるのか，
疾患原因であるのか見極めが難しい．従ってバリアント
の病的意義について遺伝子機能変化を含めた評価が重要
となる．筆者らは難治性てんかん患者コホートの全エク
ソーム解析（n=₁，₄₅₆）を端緒として ₆ 個のヘテロ接合
性PPP3CA変異を同定した（ ₅ 個のミスセンス変異， ₁
個のフレームシフト変異）₁₃）．PPP3CAはタンパク質脱リ
ン酸化酵素カルシニューリンの触媒サブユニットをコー
ドする遺伝子で，ミスセンス変異のうち ₃個は触媒ドメ
インに，₂個は自己抑制ドメインに位置した（図 ₂ A）．
興味深いことに，たんぱく質ドメインにおけるバリアン
トの位置と臨床表現型に対応関係を認め，触媒ドメイン
変異は早期発症型てんかん性脳症，抑制ドメイン変異が
多発先天奇形 /知的障害，骨系統異常と関連していた（表
₁）．そこで「触媒ドメイン変異と自己抑制ドメイン変異
による異なる機能変化が異なる疾患を引き起こす」とい
う仮説を設定し機能解析を実施した．カルシニューリン
は脳神経系に豊富に発現し，細胞内Ca ₂ +濃度の上昇によ
り活性化，多様な細胞内基質を脱リン酸化することで免
疫系，神経系，筋骨格系を含む様々な器官の発生と機能
に関わることが知られている．触媒ドメインが基質の脱
リン酸化を担うのに対し，自己抑制ドメインは触媒ドメ
インの活性中心に近接し脱リン酸化活性を抑制してい
る．細胞内Ca ₂ +濃度が上昇すると触媒サブユニットのた
んぱく質立体構造が変化し自己抑制ドメインによる抑制
が解除されることで脱リン酸化活性が上昇すると考えら
れている．カルシニューリンシグナル系の代表的な脱リ
ン酸化基質として転写因子 NFAT（Nuclear Factor of 
Activated T cells）が知られている．NFATはカルシニュー
リンによる脱リン酸化依存性に細胞質から核内に移行し
多数の遺伝子の発現を制御している₁₇）．この一連のシグ
ナルカスケードは進化的に酵母から哺乳類に至るまで高
度に保存されていることから酵母機能解析系を用いてバ
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リアントによって引き起こされるカルシニューリンシグ
ナル系の変化を調べた．具体的には ₁）基質である転写
因子Prz ₁（NFAT類似の酵母転写因子）のリン酸化状態，
₂）Prz ₁ の核内移行， ₃ ）Prz ₁ により制御される遺伝
子の転写活性， ₄）Ca ₂ +ストレスに対する細胞レベルの
感受性を解析した．ppb1 （PPP3CAの酵母ホモログ）欠損
株はCa ₂ +ホメオスタシスの破綻によりCa ₂ +に対して感受
性を示す．そこでこのppb1欠損株に野生型，変異型ppb1
を過剰発現させる事でたんぱく質機能を評価した．野生
型導入細胞がCa ₂ +添加培地で生育し，野生型の表現型を
回復（rescue）するのに対し，触媒ドメイン変異導入細
胞ではCa ₂ +感受性を示し表現型の回復がおこらないこと
図 ₂　PPP3CAの機能喪失性変異と獲得性変異は臨床的に異なる疾患と関連する
A: 全エクソーム解析により同定された ₆個の病的バリアント． ₃個の触媒ドメイン変異， ₂個の自己抑制ドメイン変異， ₁個のフレームシフト変異を
同定した．CNB，カルシニューリン B　結合ドメイン ; CaMB，カルモジュリン結合ドメイン ; AI，自己抑制ドメイン．B: ppb1 （酵母 PPP3CA） 欠損株は
Ca ₂ + 感受性を示すが，野生型の ppb1を過剰発現させると正常な Ca ₂ + ホメオスタシスを回復し Ca ₂ + 添加培地で生育した（Wild type）．触媒ドメイン変
異型 ppb1では回復を認めなかった（p.H₁₂₁R, p.N₁₇₉I, p.D₂₆₃E）．自己抑制ドメイン変異型 ppb1は野生型と同様に Ca ₂ + 添加培地で生育した（p.F₄₉₉L, 
p.A₅₀₂T）．C: ppb1 （酵母 PPP3CA）に変異を導入した knock-in 細胞株における転写因子 Prz ₁ のリン酸化状態をウェスタンブロット調べた．野生型で
は Ca ₂ + 添加後，脱リン酸化により Prz ₁ の移動度が早くなっている．触媒ドメイン変異 knock-in 細胞株ではリン酸化型 Prz ₁ ，自己抑制ドメイン変異
knock-in 細胞株では脱リン酸化型 Prz ₁ が検出された．Cdc ₂ ，ローディングコントロール．D: ppb1 （酵母 PPP3CA） 欠損株では培地への Ca ₂ + 添加に対
する転写活性応答が起こらない（Empty）．野生型の ppb1を過剰発現させると転写活性は回復するが（Wild type），触媒ドメイン変異型 ppb1 （p.H₁₂₁R, 
p.N₁₇₉I, p.D₂₆₃E）の過剰発現では不応性のままであった．自己抑制ドメイン変異型 ppb1 （p.F₄₉₉L, p.A₅₀₂T）を過剰発現させると Ca ₂ + 刺激のない環境
下で標的遺伝子の過剰発現を認め恒常的活性化が示唆された．E: 野生型では Ca ₂ + 刺激に応答した転写因子 Prz ₁ の核内移行が観察される（Wild type）．
触媒ドメイン変異 knock-in 細胞株では Ca ₂ + 刺激後も基質である転写因子 Prz ₁ の核内移行は観察されなかった（p.H₁₂₁R, p.N₁₇₉I, p.D₂₆₃E）．自己抑制
ドメイン変異 knock-in 細胞株では Ca ₂ + 刺激のない環境下で核内移行を示す細胞の増加が認められた（p.F₄₉₉L, p.A₅₀₂T）．酵母 ppb1 p.H₁₂₁R, p.N₁₇₉I, 
p.D₂₆₃E, p.F₄₉₉L, p.A₅₀₂T はヒト PPP3CA p.H₉₂R, p.N₁₅₀I, p.D₂₃₄E, p.F₄₇₀L, p.Ala₄₇₃Thr に対応する．（Mizuguchi T, et al.₁₃）より改変）．
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から機能喪失性変異であることが示唆された（図 ₂ B）．
実際，触媒ドメイン変異は転写因子Prz ₁ の脱リン酸化，
核内移行，標的遺伝子の転写活性の障害を引き起こし，
遺伝子機能を失ったヌル変異であることが分かった（図
₂ C-E）．これに対して自己抑制ドメイン変異はCa ₂ +刺激
のない環境下でPrz ₁ の過剰な脱リン酸化，核内移行，転
写活性化を引き起こし，抑制制御の破綻が示唆された（恒
常的活性化）（図 ₂ C-E）．このことから触媒ドメイン変
異，自己抑制ドメイン変異がそれぞれカルシニューリン
シグナルの減弱と恒常的活性化を引き起こし，臨床的に
異なる疾患と関連するとの結論に至った₁₃）．
Ⅲ．ゲノム異常発生分子機構の研究
　上述の自作BACマイクロアレイ作製とアレイCGH解
析を行っていた当時，世界的にも全ゲノムマイクロアレ
イによってゲノムコピー数多型・異常に関する知見が集
積し始めた時期であった．このようなゲノム構造異常検
出法の目覚ましい発展に比し，疾患の原因となる染色体
転座，欠失，重複などのゲノム構造異常発生のメカニズ
ムについては生物学の重要課題であるにも関わらず未解
明な点が多かった．原因のひとつは，ヒトを対象とした
研究ではDNA塩基配列決定以上の解析が難しく実験的
にアプローチすることが困難である点が挙げられる．生
命現象の基本は生物種を超えて類似点が多い．そこで筆
者は染色体・ゲノム研究モデルとしての酵母の有用性に
着目し，ゲノムの ₃次元局所構造と空間配置という観点
からゲノム異常発生分子機構の研究を行った．遺伝情報
の担い手であるゲノムDNAはヌクレオソームを最小単位
としたクロマチンを形成し核内に収納されている．この
ゲノムの物理的折り畳みと空間配置の制御は転写，DNA
複製，DNA損傷修復，DNA組み換えなどあらゆる細胞
機能とリンクし，ゲノムが安定に継承されるための重要
な要素と考えられている．しかし従来の顕微鏡を用いた
解析では生体内で刻々と変化するゲノム構造・核内配置
をゲノムワイドかつ高解像度に解析することが困難であ
る．そこでHi-C解析とよばれる分子生物学的手法による
ゲノムの ₃次元構造解析に取り組んだ（図 ₃ A）．Hi-C解
析は空間的に近い位置に存在するDNAをホルムアルデヒ
ド固定後に制限酵素で切断，連結し，連結されたDNA断
片（空間的近接を反映したキメラDNA）を次世代シーケ
ンサーでシーケンス解析する．連結が起こった頻度（シー
ケンスによって読まれた回数）から空間的な近接関係を
Individuals ₁ ₂ ₃ ₄ ₅ ₆
Variants p.D₂₃₄E p.N₁₅₀I p.H₉₂R p.M₄₃₁Hfs*₂₀ p.F₄₇₀L p.A₄₇₃T
Clinical diagnosis WS WS, LGS, RS WS WS MCA/ID DD with seizures
Birth weight N.D. N.D. －₀.₂ SD －₀.₅₆ SD +₁.₅ SD －₁.₇ SD
Birth length +₁.₉ SD －₀.₄ SD +₀.₁ SD －₀.₀₇ SD －₃.₄ SD －₆.₄ SD
Seizure Onset ₇ m ₈ m ₂₂ m ₆ m - ₉ m
Type ES and M ES ES ES - G
Prognosis Intractable Intractable Intractable Intractable - Tractable
Developmental delay + + + + + +
Intellectual disability Profound Profound Severe Severe Severe Moderate
Dysmorphism Craniosynostosis - - - - + +
Micrognathia - - - - + +
Cleft palate - - - - + +
Brachydactyly - - - - + +
Delayed calvarial ossification - - - - + N.D.
Skeletal Short stature - - - - + +
Arthrogryposis - - - - + +
Gracile bones - - - - + N.D.
Fractures - - - - + -
Abbreviations: +, present; -, absent; y, years; m, months; N.D.; not determined; WS, West syndrome; LGS; Lennox–Gastaut syndrome; RS, Rett 
syndrome; MCA, multiple congenital anomalies; ES, epileptic spasm; M, myoclonus; G, generalized seizure. 
表 ₁　PPP3CA変異をもつ患者の臨床表現型
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明らかにし，この情報を基にゲノムの ₃次元構造を解読
する手法である．この解析により，間期核において染色
体テリトリーの傾向がある事，セントロメアおよびテロ
メアがクラスターを形成している事，異なる染色体のセ
ントロメアがクラスターしラブル配向と呼ばれる規則性
のある配置をとる事，染色体腕においてゲノム配列上離
れていても空間的には近接しているゲノム領域・ドメイ
ン（ヒトにおけるTAD, Topologically Associating Domain
に類似のユニット）が存在する事が示唆された．更にコ
ヒーシン変異体，ヘテロクロマチン変異体のHi-C解析を
行い，野生型のデータと比較することで，ゲノムの高次
構造形成に重要な ₂つの要素とその形成にかかわる分子
を明らかにした₁₈ ，₁₉）．染色体腕において，コヒーシンに
よって境界されたドメインが存在し，その形成はコヒー
シン機能に依存した（図 ₃ B）．一方，ヘテロクロマチン
はセントロメアヘテロクロマチンの凝縮を介してセント
ロメア辺縁領域の空間的近接と染色体テリトリーに影響
を与えることを明らかにした（図 ₃ C）．この予備実験を
踏まえ，DNA複製が障害される酵母変異体 sap1-1（高温
培養下で，複製フォークの停止（図 ₃ D），DNA複製障害
（図 ₃ E）とゲノム再構成（図 ₃ F）が誘導される変異体）
を用いたHi-C解析を行い，DNA複製ストレスがゲノムの
空間配置に与える影響を解析した．ゲノム構造異常につ
いてDNA複製障害が誘因となる事はよく知られた事実で
あるが，DNA複製障害（原因）によりゲノム構造異常
（結果）が引き起こされる過程で，ゲノムが核内でどのよ
図 ₃　Hi-C解析によるゲノムワイドコンタクトマップ
A: 野生型のゲノムワイドコンタクトマップ．コンタクト頻度は intra-arm, inter-arm, inter-chromosomal contact の順に減少し間期核において染色体テリト
リーの傾向があることが示唆された．セントロメア , テロメア周辺においてそれぞれコンタクト頻度の増加を認めセントロメアおよびテロメアのクラス
ター形成が示唆された．B: 染色体腕において，コヒーシンによって境界されたドメインが存在した．C: 同一染色体および異なる染色体間のセントロメ
ア周辺領域にコンタクト頻度の増加を認め（Cross-like pattern）セントロメアが中心体の近傍にクラスターしたラブル配向と呼ばれる規則性のある配置を
とることが示唆された．D: ₂ 次元ゲル電気泳動による DNA の複製中間体の解析．sap1-1変異体ではリピート配列である wtf9領域に DNA 複製フォーク
の停止を示唆するシグナルが検出された（矢印）．E: フローサイトメトリーによる細胞周期の解析．G ₁ 停止させた細胞（c）の DNA 複製を再開させる
と野生型が₁₂₀分で DNA 複製を完了（ ₂ c）させるのに対し sap1-1変異体では複製の遅延，複製障害が観察された．F: array CGH によるコピー数解析．
DNA 複製が障害された sap1-1変異体の培養を継続するとリピート配列を介在したゲノム構造異常が誘導される．ここでは重複によるゲノムコピー数の
増加が検出されている．G: DNA 複製が障害された sap1-1変異体のゲノムワイドコンタクトマップ．野生型には認められない特異的なコンタクトが観察
された（矢印）．H: 生細胞タイムラプスイメージング．ゲノム上の ₂領域を異なる色素（赤と緑のシグナル）で可視化し変異体でのみ ₂つのシグナルの
共局在を観察した．（Mizuguchi T, et al.₁₈－₂₀）より改変）．
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うな応答，変化をするのかゲノムワイドに検出すること
はこれまで不可能であった．Hi-C解析の結果，sap1-1変
異体特異的なクロマチン間相互作用を検出し，DNA複製
ストレス下における空間配置の変化を捉えることに成功
した₂₀）（図 ₃ G）．Hi-C解析の結果をもとに，生細胞イメー
ジングでゲノム上の ₂領域を異なる色素（赤と緑のシグ
ナル）で可視化したところ変異体でのみ ₂つのシグナル
の共局在を観察し変異体特異的コンタクトを確認した（図
₃ H）．更にテロメアタンパク質複合体Shelterin構成因子
を欠失させた細胞（sap1-1とテロメアタンパク質複合体
構成因子の二重変異体）ではこの変異体特異的なクロマ
チン間相互作用が消失したことから，この変化がテロメ
アタンパク質複合体Shelterin構成因子に依存的であるこ
とを突き止めた₂₀）．DNA複製の適切な制御はゲノム安定
性に必須であり，その破綻は染色体の構造異常につなが
る．Hi-C解析がゲノム構造と機能との関わりを研究する
のに有用な解析手法となりうる事を示した．
Ⅳ．ロングリードシーケンス解析法の確立
　現在，希少遺伝性疾患の₄₀－₆₀％程度は原因が未解明
である．この事実は現状の遺伝解析法では技術的に検出
できない遺伝的変化が潜在することを示唆する．ロング
リードシーケンサーはショートリード解析でシーケンス
が難しいゲノム難読領域（リピート，GCリッチな配列な
ど）の解析が可能で，これまでの変異解析を補完する新
規解析技術として最適である．これまでは微生物研究な
ど適応が限定的であったが，シーケンサー性能が向上し
技術的にヒトのロングリード全ゲノム解析が可能な状況
となってきた．実際ロングリード解析を用いる事でこれ
までのショートリード解析で見逃されてきた構造多型
（SV, Structural Variant）が多数検出され疾患との関連が注
目されている．現在この膨大な数のSV（ロングリード全
ゲノム解析では ₁ 人あたり約₁₅，₀₀₀個のSVが検出され
る）から病的変異を抽出するための解析フローの構築が
課題となっている．シーケンスリード長₁₅₀bpのショー
トシード解析に比し，リード長が₂₀kbを超えるロング
リード解析ではリピート配列全長を一本のリードでカバー
できる事からこのロングリードの特性を最大限に活用で
きるリピート病をモデルとしてこの課題に取り組んだ．
良性成人型家族性ミオクローヌスてんかん（BAFME, 
Benign Adult Familial Myoclonic Epilepsy）は常染色体優性
遺伝で成人発症の皮質振戦と稀発全般てんかん発作を主
徴とする疾患である．連鎖解析によって疾患遺伝子座が
染色体 ₈ q₂₄領域にマップされていたが，₂₀₁₈年に
図 ₄　ロングリードシーケンス解析法の確立
A: BAFME 患者のロングリード全ゲノム解析により検出された₉,₁₃₈個の insertions （INS）． ₃ 名の健常者コントロールデータに存在するバリアントを除
外することで候補を₁,₀₈₆個に絞り込んだ．更に BAFME ₁ （ ₈ q₂₄）座に位置する事，サイズが大きい事，シンプルリピート配列である事に着目するこ
とで SAMD12リピート伸長が有力な候補として抽出された．X 軸，₂₂本の常染色体と ₂ 本の性染色体 ; Y 軸，insertion の長さ（kb）．B: BAFME 患者のサ
ザンブロット解析によりヘテロ接合性のリピート伸長（矢印）が確認された．TGAAA リピートプローブで伸長アレル（矢印）にシグナルが検出され
TTTCA リピートを含む伸長であることが確認された．C: PME 患者のロングリード全ゲノム解析により検出された₇,₂₁₆個の deletions（DEL）についてバ
リアントの絞り込みを行い，CLN6遺伝子を巻き込んだ₁₂kb の病的欠失を検出した．CDS，たんぱく質翻訳領域 ; UTR，非翻訳領域．D: 全エクソーム解
析でのカバレッジ（上段）．GC 含量　（中段）．PacBio ロングリードシーケンスのリード（下段）．全エクソーム解析では欠失の存在するエクソン ₁領域
に十分なシーケンスカバレッジが得られていないが（赤矢印）, ロングリードシーケンスではバイアスのない均等なカバレッジにより₁₂kb 欠失を検出し
た . （Mizuguchi T, et al.₂₂ ， ₂₃）より改変）
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SAMD12 遺伝子のTTTCAの₅ 塩基リピート伸長が原因で
ある事が明らかとなった₂₁）．そこで既知原因遺伝子
SAMD12 遺伝子のリピート伸長を抽出する解析系の確立
を目的としてBAFME患者のロングリード全ゲノム解析
を行った．₁₅，₆₃₆個のSVがコールされたが（₉，₁₃₈個の
挿入，₆，₄₉₈個の欠失），₁）コントロールに存在しない，
₂）BAFME1座（染色体 ₈ q₂₄）に位置する，₃）サイズ
が大きい構造多型， ₄）シンプルリピート配列であるこ
とに着目する事でSAMD12 遺伝子内のリピート伸長を有
力な候補として抽出する事ができた（図 ₄ A）₂₂）．
　さらにこのSV解析系を用いて全エクソーム解析で変異
未同定の進行性ミオクローヌスてんかん（PME, Progressive 
Myoclonus Epilepsy）の兄妹発症例を解析した．兄妹はと
もに ₄歳頃より運動失調，ミオクローヌス，全般てんか
ん発作を発症し，神経学的退行により寝たきりである．
候補遺伝子変異スクリーニング，酵素診断，皮膚生検を
用いた電子顕微鏡所見で異常を認めず，全エクソーム解
析を実施したが原因の同定には至らなかった．同様の臨
床経過をたどる重度の神経変性疾患の兄妹例であり遺伝
要因が示唆された．そこで全エクソーム解析でカバーさ
れない領域（イントロンや遺伝子間領域）やゲノム難読
領域に病的変化がある可能性を想定しロングリード全ゲ
ノム解析を行った．₁₇，₁₆₅個のSVコールのなかから
（₉，₉₄₉個の挿入，₇，₂₁₆個の欠失），病的意義が示唆され
るバリアントの選択（フィルタリング）を行った．フィ
ルタリング後に残った₁，₄₅₁個の欠失のうち，機能的に影
響が大きいと考えられる遺伝子たんぱく質翻訳領域を含
むこと，影響を受ける遺伝子の機能に着目することで，
染色体₁₅q₂₃領域に₁₂kbの病的欠失を同定した．この₁₂kb
欠失は神経変性性疾患セロイドリポフスチン症の原因遺
伝子CLN6のエクソン ₁を巻き込んだ欠失であった．エク
ソンを含む欠失であるにも関わらず全エクソーム解析で
なぜ検出できなかったかについてゲノム配列の特徴を検
討したところ，該当領域は高GC含量，多数のリピート
エレメントに特徴づけられるゲノム難読領域で，解析に
必要とされるシーケンスカバレッジ（データ量）が十分
に得られていないことが明らかになった．全エクソーム
解析で未解決の症例の一部は，このようなシーケンスカ
バレッジの偏重が原因となって病的構造異常が見逃され
ているケースが潜在している可能性が示唆された（図
₄ B）₂₃）．今後，ロングリード全ゲノム解析によってこれ
までショートリードで読めなかった領域のゲノム変化が
明らかになることで繰り返し配列の異常や複雑な構造異
常に起因する疾患の原因究明が進展することが期待され
る．
おわりに
　現在ゲノム解析の主流である全エクソーム解析の変異
検出率は対象疾患や解析コホートにもよるが，おおむね
₃₀－₄₀%と言われている．診断は適切な支援を受けるた
めの出発点であり今後も新旧解析技術を駆使して新たな
疾患原因遺伝子が同定されこれらの遺伝情報が，ますま
す医療に活かされることが期待される．
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Abstract
IDENTIFICATION OF DISEASE-CAUSING GENES AND ANALYSIS OF MOLECULAR 
MECHANISMS FOR GENOMIC ALTERATIONS
Takeshi Mizuguchi
Department of Human Genetics, Yokohama City University Graduate School of Medicine
　Genetic studies have identified the genes responsible for approximately ₆₀% of rare monogenic disorders (>₄,₀₀₀ 
rare diseases). However, ₄₀-₆₀% still remain without genetic answers. Types and sizes of genetic alterations are 
highly variable, and no single genetic analysis method can detect the entire size range of these variants. Thus, 
application of new technologies with different resolutions is useful to find a genetic answer in unresolved cases. In 
fact, systematic discovery of new types of variants has been facilitated by technological advances that have 
accelerated disease gene discovery. In this review, Mendelian disease gene discovery and study of the pathomechanisms 
using a variety of methods will be introduced.

